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Miniaturized temperature zone flow reactor for PCR, used to determine specific sequences 
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• Abstract : 

WO9941015 A NOVELTY - Miniaturized temperature zone flow reactor has at least 1 closed flow path, divided into 3 part-paths (Al-An; Bl-Bn; Cl- 
Cn). 3 Substrate platelets (A, B, C), of a material with the highest thermal conductivity, have deflned spaced channels, interconnected by a chip (V) of a 
material with low thermal conductivity. The 3 substrates are held at different temperatures. 

DETAILED DESCRIPTION - At the second substrate (B), the return flow channels (BBl-BBn) from the part-paths (Bl-Bn) have a smaller flow cross 
section than the part-paths. The return flow channels (BBl-BBn) have a polymer thermal insulation cladding against the substrate (B). The connecting 
chip (V) is of an optically transparent material, and pref. of Pyrex (heat resistant glass). The initial inflow channels (azl-aal) at the first substrate, and 
the final outflow channels (cz4-ca4) in the third substrate have an extended length compared with the remaining part-channels in the substrate structure. 
The carrier medium for the sample is a fluid which does not mix with the sample, and especially an oil. The second substrate (B) is held at one side by a 
flat cooling surface (K), such as a thin film, to give it a lower temp, than the other substrates (A, C) 

USE - The system is used for thermally controlled biochemical and molecular biologicy processes, and especially polymerase chain reactions (PCR), 
e.g. to determine specific sequences from a mixture of DNA sequences. 

ADVANTAGE - The structure has a more effective operation, where a number of difierent samples can be injected into the assembly in sequence to be 
given identical processing. 

DESCRIPTION OF DRAWING(S) - The drawing shows an exploded view of the flow reactor assembly. 
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(54) TiUe: MINIATURIZED TEMPERATURE-ZONE FLOW REACTOR 



(54) Bezeichnung: MINIATURISIERTER TEMPERATURZONEN FLUSSREAKTOR 
(57) Abstract 

The invention relates to a miniaturized temperature-zone flow reactor, 
used for thermally controlled biochemical or molecular-biology processes, 
especially the PGR method. TTie invention aims to provide a tempera- 
ture-zone flow reactor which allows for more effective reactions. To this 
end at least one closed flow path is provided which is divided into three 
partial paths (A1...An; B1...B n and BBl..J3Bn-l; Cl...Cn) in such a way 
diat three substrate platelets (A; B; C) consisting of a mat<»rial whose heat 
conductivity is as high as possible are provided, which have defined channel 
sections which are at a distance to each other and connected by a connect- 
ing chip (V) consisting of a poorly heat-conductive material. The substrate 
platelets (A; B; C) are maintained at different temperatures by suitable 
means. 

(57) Zusammenfassung 

Die Erflndung betrifft einen miniaturisierten Temperatuzonen 
Fhifireaktor, der bei thermisch zu kontrollierenden, biochemischen 
bzw. molekularbiologischen Prozessen, insbesondere beim Verfahren 
der PGR, Anwendung findet. Die Aufgabe der Erfindung, einen 
solchen Tempcraturzoncn FluBrcaktor anzugebcn, der eine effektivcrc 
Reaktion durchzufUhren erlaubt, wird dadurch gelOst, daB wenigstens 
ein geschlossener DurchfluBwcg vorgesehen ist, der in drei Teilwege 
(Al...An; Bl...Bn und BBl...BBn-r, Cl...Cn) derail unterteilt ist, daB 
drei Substratpiattchen (A; B; C), bestehend aus einem Material mit einer 
mdglichst hohen Warmeleitf^igkeit, vorgesehen sind, die deflnierte 
Grabenabschnittc beinhalten, welche voneinander beabstandct flber ein 
Verbindungschip (V), bestehend aus einem schlecht wfirmeleitfUhigen Material, miteinander veibunden sind, wobei die SubstratplSttchen 
(A; B; C) durch geeignete Mittel auf unterschiedlichen Temperauiren gehalten werden. 
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Mmiaturisierter Temperatuizonen FluBreaktor 
Beschreibung 



5 Die Erfindung betiiffl einen miniaturisierten Temperaturzonen 
Flufireaktor, der bei themiisch zu kontrollierenden, biochemischen bzw. 
molekularbiologischen Prozessen, insbesondere beim Verfahren der 
sogenannten Polymerase-Ketten-Reaktion, im weiteren mit PGR 
bezeichnet, bei dem aus einem Gemisch von DKA-Seqnenzen bestimmte 

10 Sequenzen vervielfacht werden, Anwendimg findet. 

Bei der Durchi&hrung von thermisch kontrolliert^, biochemischen bzw. 
molekularbiologischen Prozessen sind h^ufig Prozefischritte mit unter- 
schiedlicher Temperaturbeaufschlagung erforderlich. Von besonderer 
15 Bedeutung sind solche wechselndra Temperaturbeaufschlagungen bei der 
sogenannten PGR. 

Das Verfahren der PGR ist in den letzten Jahren zur Vervielfachung 
bestimmter DNA-Sequenzen entwickelt worden und in seinen 
Grundsatzen von Darnell, J.; Lodish, H.; Baltimore, D. in "Molekulare 

20 ZeUbiologie, Walter de Gruyter, Berlin-New York 1994, S. 256/257" 
ausgefilhrt. Unter anderem ist bei diesem Verfiahren wesentUch, daB 
Gemische aus DNA-Sequenzen einer defmierten Temp^-atur- 
wechselbehandlung unterworfen werden. Dazu finden stationdre Proben- 
behandlungsapparaturen Verwendung, bei denen die entsprechenden 

25 Proben in Probenkammem eingegeben und periodisch einem Warm-Kalt- 
Temperaturzyklus unterworfen werden, wobei sich je nach definiert vor- 
gegebenen Primem die jeweils gewjinschtra DNA-Sequenzen verviel- 
fachen. Die Effektivit&t bislang bekannter Probenkammem wird dabei als 
nicht ausreichend angesehra. Aus diesem Grand ist in jtingster Zeit eine 

30 miniaturisierte Probenkammer vorgeschlagen worden (Northrap et al, 
DNA Amplification with Microfabricated reaction chamber, 7th Inter- 
national Conference on SoUd State Sensors and Actuators, Proc. Trans- 
ducers 1993, S. 924-26), die eine vierfach schnellere Vervielfachung 
gewiinschter DNA-Sequenzen gegenuber bekannten Anordnungen 

35 ermOglicht. Diese bis zu 50 |il Probenfliissigkeit aufiiehraende 
Probenkammer besteht aus einer strukturierten Siliziumzelle mit einer 
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Langsausdehnung in der Grdfienordnung von 10 mm, welche in einer 
Probenangriffsrichtung von einer dtinnra Membran abgeschloss^ ist, 
tiber die die entsprechende Temperaturbeaufschlagung mittels 
miniaturisierter Heizelemente erfolgt. Auch bei dieser Vorrichtimg wird 
die zu vervielfechende DNA-Sequenz fiber Mikrokanale in die Kammer 
eingebracht, einer Polymerase-Ketten-Reaktion unterworfen und 
anschlieBend wieder abgezogen. Trotz der mit dieser Vorrichtimg 
erzielten Vorteile haftet ihr im wesoitlichen der Nachteil an, daB auch 
diese Probenkammer als Ganzes beheizt und gekuhlt werden muB, womit 
sich nur begrenzte Temperaturwechsekaten erreichen lassen. 
Insbesondere bei weiterer Reduzierung der ProbengrfiBe Mt dabei die 
parasiUire WSnnekapazitat der Probenkammer und ggf. eines not- 
wendigen Tenq)erierblocks gegenflber der Probenflfissigk^ immer 
starker ins Gewicht, so dafi die piinzipiell bei kleinen Flfissi^eitsvolu- 
mina denkbaren hohen Temperaturwechselraten nicbt erreicht werdoi 
kSnnen, v^odurch die EjBFektivitat des Verfahrens relativ gering bleibt. 
Darfiber hinaus ist zwecks Eireichung jeweils konstanter Temperatur- 
regimes fur die Probenfltissigkeit ein relativ aufwendiger Steuer- und 
Regelaufwand erforderlich, wobei die erbrachte Heiz- bzw. Kiihlleistung 
im wesentlichen nicht in der Probenflussigkeit, sondem in den sie umge- 
benden Baugruppen verbraucht wird. 

Desweiteren ist aus US-PS 5,270,183 ein im DurchfluBprinzip 
aibeitender Thermocycler bekannt geworden. bei dem die zu 
amplifizierende Probenfltissigkeit durch eine Rohileitung geschickt wird, 
welche nacheinander um mehrere, auf unterschiedlichen Temperaturen 
gehaltene Zylinder ein oder mehrfach aufgewickelt ist. Gnmdsdtzlich sind 
mit einer solchen Ausbildung auch relativ kleine Probenmengen, bis 
herunter zu ca. 25 jil, amplifizierbar. Eine derartige Vorrichtung ist in 
ihrer Handhabung jedoch recht unpraktikabel und erfordert eine hohe 
Kunstfertigkeit vom Geratehersteller, so daB sie fur eine Serienfertigung 
gSnzlich ungeeignet ist. 

Vorliegender Erfindung am nachsten kommt ein in WO 96/10456 
beschriebener FluB-Thermocycler, bei dem aus der sogenannten 
Mikrosystemtechnik bekannte Strukturierungstechnologien angewendet 
werden, um eine Probenaufiiahmekammer zu schaffen, die eine 
dynamische Probenbehandlung auch sehr kleiner Mengen, z.T. sehr 
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teurer Materialien, enxidglicht. Durch diesen Vorschlag wird eireicht, daB 
die in jeweils vorgesehenen Heiz- und Kuhlzonen gerade einer 
Behandlimg unterworfenen Probenteilvolumina einen homogenen 
Temperaturdurchsatz erfahren, was ebenfalls eine AusbeuteerhOhung der 
zu amplifizierenden Substanz bewirirt. Weiterhin wird durch den 
anordnungsbedingten Wegfall von Heiz- und Kiihlprozessen der 
Wandimgsmaterialien und die drastische Minimierung parasitarer 
Warmekapazitaten und Warmeeinflusse nicht nur ein erheblich geringerer 
Steuer- und Regelaufwand erforderlich, sondem der Gesam^rozeB- 
durchlauf erfahrt auch eine wesentliche Zeitverkurzung. Dabei braucht 
jeweils nur soviel Heiz- und Kflhlleistung eingespeist zu werden, wie im 
Probenflussigkeitsstrom transportiert wird. Daruber hinaus ennOglicht die 
in WO 96/10456 Thennocyclerausbildung nicht nur eine kontinuierliche 
Prozefifiihrung, sondem auch einen serieUen Betrieb, indem unterschied-* 
licbe Substanzen nacheinander dem Thennocycler zufiihrbar sind, ohne 
dafi es zu stdrenden Vermischungen mit der noch in der Anordnung 
befindlichen Probe kommen wQrde. Dieser LOsung haiiet jedoch der 
Nachteil an, dafi sie zum einen, einen aufierst prSzisen 
Strukturierungsprozefi zur Herstellung dort vorgesehener Membranen 
erfordert, zum anderen kommt es durch den Aufbau der dort 
beschriebenen Vorrichtung zumindest bei TeildurchlSufen zu einer 
unerwunscht hohen Verweildauer der Probenflussi^eit in den 
Kiihlzonenbereichen, was bei Durchfiihrung einer PCR zur Bildung 
unerwiinschter Nebenprodukte iiihren kann. 

Der Erfmdung liegt die Aufgabe zugrunde^ einen miniaturisierten 
Temperaturzonen FluBreaktor anzugeben, der thermisch kontrollierte, 
biochemische bzw. molekularbiologische Prozesse, insbesondere das 
Verfahren der Polymerase-Ketten-Reaktion, eflFektiver als nach dem 
Stand der Technik durchf&hren laBt. 

Die Aufgabe wird durch die kennzeichnenden Merkmale des ersten 
Patentanspruchs gel6st. Vorteilhaite Ausgestaltungen sind durch die 
nachgeordneten AnsprQche erfaBt. 

Durch die Erfindimg wird ein zyklisches Erwannen und Abkiihlen von 
Losungen auf unterschiedliche Temperaturstufen im kontinuierlichen 
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FluB auf engstem Raum (im Mikrometer-Bereich) realisiert, um z.B. drei 
Reaktionen, z.B. Denaturienmg, Annealing und Extension an DNS, in 
einer Probe, und insbesondere in mehreren unterschiedlichen Proben, die 
von einem Tragennedium in sequentierten Abschnitten durch einen 
geschlossenen DurchfluBweg transportiert werden, wiederholt xrnd unter 
Beibehaltung der Reihenfolge und identischer Probenbehandlung 
durchfuhren zu konnen. Dabei konnen verschiedene Proben 
hintereinander injiziert werden, ohne miteinander zu vermischen, und 
anschliefiend geordnet in Probenkammem, mit Hilfe der vorgeschlagenen 
Vorrichtung auch parallel abgelegt werden. 

Die Erfindung sieht vor, drei mit Gr&ben versehene mikrostrukturierte 
Chips, die aus einem gut warmeleit^higen Material bestehen, um einen 
schlecht warmeleitMigen Verbindungschip derart anzuordnen, dafi 
wenigstens ein geschlossener DurchfluBweg durch alle Chips gebildet 
wird Jeder der Mikrochips wird mit einer vorgebbaren und voneinander 
imterschiedlichen Temperatur beaufschlagt. Die Zu- und 
Abflufimundungen der gut warmeleitfShigen Chips sind von 
DurchlaBeffiiungen des Verbindungschips derart erfafit, daB die 
Probenflussigkeit von A nach B nach C und wieder nach A nach B nach 
C gelangt, wobei der ProzeB n-mal wiederholbar ist, wobei n fur die 
Anzahl der im Eingangs- (A) und Ausgangschip (C) vorgesehenen 
Grabenabschnitten steht. Die auf der jeweils gewunschten Temperatur 
gehaltenen Chips sind dabei altemierend um den Verbindungschip 
angeordnet, so dafi die unterschiedlichen Temperaturzonen thermisch 
voneinander isoliert sind. Innerhalb eines jeden Chips gleicher 
Temperaturzone f^hrt dessen hdhere WSnneleitfahigkeit zu einer 
homogenen Temperaturverteilung der ihn durchlaufenden Flftssigkeit. 
Weiterhin sind auf den Chips Heizer- und Fuhlerstnikturen in 
Dunnfihntechnologie integriert. Eine exteme Kuhlung kann sich auf die 
kalteste Zone beschrSnken. Dazu ist bspw. ein Kflhlblock, bspw. 
versehen mit in Dunnschichttechnik ausfuhrbaren Pehierelementen, auf 
die Oberflache des kaltesten Chips (B) vorgesehen. Altemativ ist auch 
die Kuhlung mit einem Luftstrom mdgUch. 

Weiterhin ist der gekuhlte Chip B mit RuckfiihrungskanSlen versehen, die 
bspw. im Querschnitt derart klein ausgefuhrt sind, daB die Verweildauer 
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der Probe wShrend der Ruckfuhnmg vom Chip C nach Chip A im Chip B 
minimiert ist. Dadurch reicht die Zeit nicht, um die Probe wShrend der 
Riickfthning in den Chip A auf die Temperatur des Chips B zu bringen; 
sie behalt weitgehend die Temperatur des Chips C bei. Die 
Riickfiihrungskanale kOnnen zudem vom Chip B zus&tzlich thennisch 
isohert sein. 

Die Verwendmig eines optisch transparenten Materials, z.B. Pyrexglas, 
fur den Verbindungschip erlaubt eine optische in situ Detektion von 
Reaktionspartaem in der Probe uber eine Fluoreszenzdetektion eines 
zugegebenra Farbstoffs, was insbesondere flir Analysezwecke sehr 
interessant ist. 

In den erfindungsgem^n miniaturisierten Temperaturzonen FluBreaktor 
werden die einzebien Proben als Tropfen nacheinander in einen 
kontinuierlichen Tragerfliissi^eitsstiom injiziert, der durch den 
miniaturisierten Temperaturzonen FluBreaktor gepumpt wird. Fflr die 
Tragerflussigjceit wurde eine solche ausgewahlt, die sich nicht mit der 
Probenflussi^eit vermischt; dadurch konnen unterschiedhche Proben 
nacheinander verarbeitet werden. Durch Aufhangen des vorgeschlagenen 
Temperaturzonen FluBreaktors an eine xy-Verschiebeeinheit kann die 
serielle Abgabe der Probenflussigkeiten in eine parallele 
zweidimensionale Anordnung, z.B. eine. Nanotiterplatte oder ein 
Elektrophoresegel, uberfiihrt werden. Dabei wird der Reaktor nach dem 
Befullen einer Kammer mit einem Probentropfen zur nSchsten Kammer 
weitergeschoben. Der Axistritt eines Tropfens kann durch die Brechung 
eines Lichtstahls an dem Probentropfen in der Tragerfltissigkeit mittels 
eines Fotometermoduls detektiert werden. Sind auf dem vorgeschlagenen 
Temperaturzonen FluBreaktor mehrere, voneinander getrennte 
DurchfluBwege vorgesehen oder werden mehrere miniaturisierte 
Temperaturzonen FluBreaktoren nebeneinander in der vorstehend 
beschriebenen Weise betrieben, ist die genannte serielle 
Probentiberfuhrung in eine parallele Anordnung in sehr efiizienter Weise 
reaUsierbar. 

Die Erfindung soli nachstehend anhand eines schematischen 
Ausiuhrungsbeispiels naher erlautert werden. £s zeigen: 
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Fig. 1 in ExplosionsdarsteDung eine Ausfuhrungsmfiglichkeit eines 
miniaturisierten Temperaturzonen Flufireaktors nach der 
Erfmdung iind 

Fig. 2 ein Fotometersignal am Ausgang des miniaturisierten 
Temperaturzonen FluBreaktors, das verdeutlicht, daB es zu 
keiner Vermischung einzelner Probenbereiche wahrend des 
Durchflusses kommt. 

In Figur 1 ist in Explosionsdarstellung ein miniaturisierter 
Temperaturzonen Flufireaktor dargestellt. Aus Grunden der 
Ubersichtlichkeit ist im Beispiel nur ein geschlossener Durchflufiweg 
dargestellt, dessen Laufweg nachfolgend beschrieben wird. Zunachst ist 
ein erstes Substratplattchen A vorgesehen, das im Beispiel eine aufiere 
BemaBimg (LSnge, Breite, Dicke) von (8 • 13 • 0,5) mm aufweist und in 
das einseitig Graben eingebracht sind, die eine Lange von 9 mm, eine 
Breite von 0,536 mm und eine Tiefe von 0,380 mm aufweisen sollen. 
Unter der hier bezeichneten Lange ist im Beispiel der gesarate 
Einzelkanalabschnitt zu verstehen, der bspw. zwdschen einer 
ZufluBmimdung az2 und der zugehorigen AbfluBmiindimg aa2 
eingenommen wird, wodurch dieser Kanalabschnitt im Beispiel ein 
Volumen von 0,9 jil aufeunehmen vermag. Weiterhin ist ein drittes 
Substratplattchen C vorgesehen, das im Beispiel eine Sufiere BemaBung 
(Lange, Breite, Dicke) von (14 • 13 • 0,5) mm aufweist und in das 
einseitig GrSben eingebracht sind, die eine Lange von 22 mm, eine Breite 
von 0,536 mm und eine Tiefe von 0,380 mm aufweisen sollen, so dafi 
dieser Einzelkanalabschnitt ein Volumen von 2,26 \i\ au&unehmen 
vermag. Bezflghch der hier unter Lange zu verstehenden GrSBe ist eine 
ebensolche zu verstehen, wie zum ersten Substratplattchen A ausgefiihrt. 
Beide genannten Substratplattchen A, C bestehen aus einem gut 
warmeleitfahigem Material, im Beispiel aus Silizium, und sind auf der 
den geoflBaeten Grabenseiten gegenuberliegenden Seite ganzflachig von 
mit regelbarer, variierbarer Temperatur beafschlagbaren Heizmitteln H 
erfaBt. Im Beispiel sind diese Heizmittel H durch maandriert ausgebildete 
und direkt auf die Substratplattchen aufgebracht 
Dunnschichflieizelemente gebildet. Weiterhin sind auf diesen Substraten 
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Dunnschichttemperaturfiihler F integriert angebracht, die zur Steuemng 
imd Regelung der jeweiis einzustellenden Temperatur Verwendung 
fmden. 

Die Zu- und AbfluBmiindungen azl...aa4 des ersten Substratplattchens A 
und die Zu- und AbfluBmiindungen czl...ca4 des dritten 
Substralplattchens C sind einseitig im wesentlichen in einer Linie 
nebeneinander auf einer Teilseite des jeweiligen Substratplattchens 
angeordnet und voneinander beabstandet mit der Flache, die den 
Heizmitteln H gegeniiberliegt, auf einer ersten Seite VI eines scUecht 
wanneleitMigen und iiber ein mit DurchlafiOfi&itmgen Vd versehenen 
Verbindungschip V, fiir den im Beispiel ein 1,1 mm dicker Pyrexglaschip 
eingesetzt ist. aufgebracht und mit diesem durch anodisches Bonden 
derart verbunden, daB goiannte Zu- und AbflufimOndungen und von den 
DurchlaBdfifoungen Vd erfaBt sind. 

Die rflckseitige Vetbindung der Teilwege Al...An und der Teilwege 
Cl...Cn erfolgt durch ein auf der zweiten Seite V2 des Verbindungschips 
V angebondetes zweites Substratplattchen B, fur welches im Beispiel 
ebenfalls ein Silizumchip mit den Mafira (12 • 10 • 0,5) mm verwendet 
ist, in den sich langs erstreckende Graben einer Lange von 9 mm, einer 
Breite von 0,536 mm und einer Tiefe von 0,38 mm eingebracht sind. 
Diese n Kanale, im Beispiel vier: B1...B4, iibemehmen jeweiis den 
strGmenden Flufi von A nach C. Weiterhin sind zwischen dies^ Kanalen 
B1...B4 jeweiis zwischenliegend n-1 Kamale, im Beispiel drei: 
BB1..,BB3, vorgesehen, die den ruckstromenden FluB von C nach A 
iibemehmen. Die rflckiuhrenden Kanale sind dabei so ausgebildet, dafi 
sie zunachst durch Graben gebildet sind, dafi sie eine Lange yon 9 mm, 
eine Breite von 0,26 mm und einer Tiefe von 0,184 mm auiweisen und 
somit ein Volumen von 0,2 ^1 au£zunehmen vermdgen, wohingegen die 
hinM-enden Kanale B1...B4 ein Volumen von 0,9 |il au&ehmen. 
Weiteihin ist es im Rafamen der Erfindung vorteilhafl, die rflckflihrenden 
Kanale BB1..BB3 des Substratplattchens B mit einer thennisch 
isoherenden Auskleidung gegenQber dem Wandungsmaterial des 
Substratplattchens B zu versehen. Dies kann im zusammengebauten 
Zustand des Temperaturzonen FluBreaktors durch Durchleitung und 
wandungsmaBiger Anlagerung eines Polymers vorgenommen werden. In 
jedem Fall soil den riickiuhrenden Kanalen ein verringerter 
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Strommigsquerschnitt derart gegeben sein, daB die 
DurchfluBgeschwindigkeit durch die ruckfiihrenden GrSben 
(BBl...BBn-l) gegenuber der durch die GrSben (Bl...Bn) wenigsten um 
ein 3faches erhoht ist. Durch die im Beispiel beschriebene Aufteilung des 
einen geschlossenen Durchflufiwegs in drei Teilwege A1...A4, B1...B4, 
BB1..,BB3 imd C1...C4 und die entsprechend angepaBten BemaBungen 
der Grabenabschnitte innerhalb der jeweiligen SubstratplSttchen erreicht 
man, bei einer anliegenden DurchfluBgeschwindi^eit von 1 jil/min, 
Verweilzeiten der einzehien Proben in den jeweiligen Kanalbereichen der 
Substratplattchen A, B, C und damit entsprechend der doit vorgegebenen 
Temperaturen pro Durchgang durch den jeweiligen Teilabschnitt 
Einwirkzeiten wie folgt: Zone A = 55 s Zone B = 55 s im hinfiihrenden 
Kanal und Zone B = 14 s im rfickftthrenden Kanalzone C = 140 s. Da die 
DurchfluBgeschwindigkeit in den ruckfiihrenden Kanalen BB1...BB3 
wesentlich erhdht ist und die KanSle, wie oben ausgefiihrt, vorzugsweise 
gegenuber dem Material des SubstralplSttchens B zusatzlich thermisch 
isoliert sind, sinkt die Probentemperatur beim Rflcklauf nur unerheblich 
unter die, die sie im Bereich C angenommen hat. Ansonsten wird das 
Substratplattchen B einer extemen Kflhlung durch Kontaktierung an 
einen Kuhlblock K, oder durch in Dtonschichttechnik aufgebrachte 
Peltierelemente, auf der erforderlichen Temperatur gehalten. Altemativist 
auch die Kuhlung in einem Luftstrom moghch. 

Dadurch, daB der Verbindungschip (V) aus einem optisch transparenten 
Material, zB. Pyrexglas, gebildet ist und gemSB der Anordnung der 
Substra^lattchen A, C zwischen diesen ein zug^nghcher Freiraum 
verbleibt, ist die Mdglichkeit einer optischen in situ Detektion von 
Reaktionspartnem in der Probe fiber eine Fluoreszenzdetektion eines 
^ zugegebenen Farbstoffs gegeben, was insbesondere for Analysezwecke 
Sufierst vorteilhaft ist. 

Fur die Durchfijhrung einer PCR sind im Beispiel die drei 
Temperaturzonen so ausgelegt, daB im Bereich des Substratplattchens A 
die Denaturierung einer doppelstrangige DNS durchgefuhrt werden kann, 
daB im Bereich des Substratplattchens B die Anlagenmg von Primem an 
einzelstrangiger DNS ermSglicht ist (Annealing), und daB im Bereich des 
Substratplattchens C mittels TAQ-Polymerase die Primer-Extension 
ermoglicht ist. Die im Ausfiihrungsbeispiel gemessenen Temperaturen 
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betnigen: Zone A: 95°C; Zone B: SS^C; Zone C:72**C. Durch AnschluB 
eines extemen Propcntionalreglers kann die Temperatur in dea Zonen auf 
l°C koDstant gehalten werden. Die TragerflOssigkeit durchl&uft in der 
beschriebenen Ausfuhrung 4mal jede der genannten Zonen. Weitofain 
sind der erste ZufluBweg, gebildet durch den Teilweg azl bis aal im 
ersten Substratplattchen A und der letzte AbfluBweg, gebildet durch den 
Teilweg cz4 bis ca4 im dritten Substratplattchen B gegenuber den 
sonstigen, auf den jeweiligen Substratplattchen vorgesehenen n 
Teilgraben verlangert ausgefuhrt, um den Prozessen am Bin- und 
Ausgang des vorgeschlagenen Temperaturzonen Flufireaktors eine 
laogere Reaktionszeit fijr die PCR einzuraumen. 
Am AuslaB, hier ca4, ist mittels eines nicht dargestellten 
Fotometermoduls eine Segmentierung der Probenflflssigjceit und der 
Einsatz des miniaturisierten Temperaturzonen FluBreaktors, entweder 
durch mehriachen parallelen Einsatz des zu Fig. 1 beschriebenen 
Temperaturzonen FluBreaktors oder durch Vorsehen mehrerer 
geschlossener und gemafi der Erfindung in drd Zonen unterteilter 
DurchfluBwege auf jeweils einer der Substratplattchen A, B, C zur 
Obergabe und parallelen Probenabgabe, wie oben beschrieben, 
ermdglicht. 

In Figur2 ist beispielhaft das Signal eines solcben Fotomet^ am 
Ausgang des miniaturisiertoi Temperaturzonen FluBreaktors dargestellt, 
das verdeutlicht, daB es zu keiner Vermischimg einzelner Probenbereiche 
wahrend des Durchflusses kommt, wenn als Tragermedium ftr den 
Probentransport eine mit dem Proben nichtmischbare FlQssigkeit, 
insbesondere ein Ol, eingesetzt ist. Zur Testung wurde dabei eine 
eingdarbte Probe verwendet. 
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PateptansprOche 

1. Miniaturisierter Temperaturzonen FluBreaktor, beinhaltend wenigstens 
einen mehrfach gewundenen Durchflufiweg, der durch 
mikrostrukturierte Ausnehmimgen in einem ebenen Substrat gebildet 
ist, dadurch gekennzeichnet, daB jeder der einen geschlossenen 
DurchfluBweg bildenden DurchfluBwege in wenigstens drei Teilwege 
(Al...An; Bl...Bn und BBl...BBn-l; Cl...Cn) derart unterteilt ist, daB 
drei Substratplattchen (A; B; C), bestehend aus einem Material mit 
einer mOglichst hohen Warmeleitfihigkeit, vorgesehen sind, wobei die 
Substratplattchen auf einer Flachenseite voUstSndig, zumindest iiber 
den in den Substratplattchen vorgesehenen Grabenbereichen, flachig 
von mit regelbarer, variierbarer Temperatur beafschlagbaren 
Heizmittehi (H) erfafit sind, 

das erste SubstraQ)lattchen (A) mit EinlSssen (azl), deren Anzahl der 
Anzahl der vorgesehenen DurchfluBwege entspricht, versehen ist und 
das dritte Substratplattchen (C) mit Auslassen (ca4), deren Anzahl der 
Anzahl der vorgesehenen DurchfluBwege entspricht, versehen ist und 
genannte Substratplattchen (A; C) jeweils mit n Grabenabschnitten 
versehen sind, jeder der n Grabenabschnitte jeweils eine Zu- und 
AbfluBmiindimg (azL,.aa4; czl...ca4) aufweist, welche einseitig im 
wesenthchen in einer Linie nebeneinander auf einer Teilseite des 
jeweihgen Substratplattchens angeordnet sind, 
das erste Substratplattchen (A) und dritte Substratplattchen (C) 
voneinander beabstandet mit der Eache, die den Heimittehi (H) 
gegenab^liegt, auf einer ersten Seite (VI) eines schlecht 
wanneleitMigen und fiber ein mit DurchlaBdffiiungen (Vd) 
versehenen Verbindungschip (V) aufgebracht und mit diesem derart 
verbunden sind, daB genannte Zu- und AbfluBmiindungen (aal...aa4; 
czl...cz4) von den DurchlaBofiBoungen (Vd) erfafit sind und die 
DurchlaBdfi&iungen auf der zweiten Seite des Verbindungschips (V2) 
uber mikrostrukturierte Graben, die die Teilwege (Bl...Bn und 
BBl...BBn-l) des zweiten Substratplattchens (B) bilden, miteinander 
verbunden sind, wodurch jeweils ein geschlossener DurchfluBweg mit 
n Durchlaufen durch die Substratplattchen (A; B; C) gebildet ist. 
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2. Mmiaturisierter Temperaturzonen Fluflreaktor nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeicfanet, daB von den Teilwegen (Bl...Bn und 
BBl...BBn-l) des zweiten Substratplattchens (B) jeweils den 
rQctduhrenden Graben (BBl...BBn-l) ein gegenuber den restlichen n 
Grdben (Bl ...Bn) verringerter Strdmungsquerschnitt derart gegeben ist, 
dafi die Durchflufigescbwindigkeit durch die riickfuhrenden Grdben 
(BBl...BBn-l) gegenuber der Durchflnfigeschwindigkeit durch die 
restlichen Graben (Bl...Bn) wenigsten um ein 3faches erhdht ist. 

3. NGniaturisierter Temperaturzonen FluBreaktor nach Anspruch 1 und 2, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die durch die rQckfiihrenden Graben 
(BBl...BBn-l) gebildeten KanSle mit einer tiiermisch gegen das 
Substratplattchen (B) isolierenden Auskleidung versehen sind. 

4. Miniaturisierter Temperaturzonen Flufireaktor nach Anspruch 3, 
dadurch gekennzeichnet, dafi die thermisch isolierrade Auskleidung 
durch ein Polymer gebildet ist. 

5. Miniaturisierter Temperaturzonen Flufireaktor nach Anspruch 1 und 2, 
dadurch gekennzeichnet, dafi der Verbindungschip (V) aus einem 
optisch transparenten Material gebildet ist. 

6. Miniaturisierter Temperaturzonen FluBreaktor nach Anspruch 1, 
dadurdi gekennzeichnet, dafi der erste Zuflufiweg (azl bis aal) im 
ersten SubstratplSttchen (A) und der letzte Abfhifiweg (cz4 bis ca4) im 
drittoi Substratplflttchen (B) gegenuber den sonstigen, auf den 
jeweiligen Substra^lattchen vorgesehen^ n Teilgraben verldngm 
ausgei&hrt sind. 

7. Miniaturisierter Temperaturzonen Flufireaktor nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, dafi als Tragermedium den 
Probentransport eine mit dem Proben nichtmischbare Fliissigkeit, 
insbesondere ein Ol, eingesetzt ist. 
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8. Miniaturisierter Temperaturzonen FluBreaktor nach Anspruch 1, 
dadurch gekennzeichnet, daB das zweite Substratplattchen (B) einseitig 
von einem flachigen Kahlmittel (K), zur Erzeugung einer gegenflber 
den durch die sonstigen Substratplattchen (A, B) abgesenkten 
5 Temperatur, erMtist. 
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